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研究成果の概要（和文）：ヒト正常造血幹細胞のアッセイ系として開発された免疫不全マウスによる異種移植の
系は、ヒト疾患再現モデルとして、造血器腫瘍・固形腫瘍の幹細胞純化や幹細胞標的治療の開発への応用が期待
されている。本課題では、現在の異種移植系の問題点を克服した全般的疾患再現モデルを構築可能な患者腫瘍組
織移植（PDX）モデルの開発を目指した。B6バックグラウンドで、Rag2欠損、IL2Rｇ欠損に、骨髄ニッチオープ
ン化のためのKit変異を導入し、ヒトSIRPAノックインによって「完全マクロファージ寛容」導入も完了した次世
代PDXモデルの完成形であるBRGhSKの樹立を完了し、本研究課題のマウスモデルの樹立に成功した。

研究成果の概要（英文）：The xenograft system developed by immunodeficient mice as an assay system 
for normal human hematopoietic stem cells is expected to be applied as a model for reproducing human
 diseases, for stem cell purification of hematologic and solid tumors, and for development of stem 
cell targeted therapy. In this project, we aimed to develop a PDX model capable of building a 
general disease recapitulation model that overcomes the problems of current xenograft systems: in a 
B6 background, Rag2 and IL2Rg deficiency were introduced with Kit mutations for bone marrow niche 
opening and “complete” by human SIRPA knock-in BRGhSK, a complete next-generation PDX model in 
which the introduction of “macrophage tolerance” was also completed by human SIRPA knock-in, was 
successfully established to establish a mouse model for this research project.

研究分野：ヒト化患者腫瘍組織移植モデル

キーワード： 患者腫瘍組織移植モデル　免疫不全マウス　SIRPA　マクロファージ寛容　がん幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題では、これまでの知見と実績をベースに全般的疾患再現モデルを構築可能な患者腫瘍組織移植（PDX）モ
デルを開発し、腫瘍性幹細胞純化や創薬開発支援の基盤整備をすすめることができた。我々が樹立したPDXモデ
ルは、腫瘍性幹細胞の同定感度が飛躍的に高くなっており、種々の疾患モデルに応用可能で、さらに、樹立され
た疾患モデルマウスは、ヒト細胞の薬剤感受性試験、再生医療や分子標的治療･遺伝子治療の前臨床試験などに
応用可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 正常造血幹細胞(HSC)の維持や分化・増殖機構などの解析には、in vivo でのアッセイ系の確
立が必須であり、これまで、種々の重症免疫不全マウスを用いた異種移植アッセイ系が開発され
てきた。いずれも T、B細胞を欠損したNOD-scidマウスを基本として、さらに免疫不全のため
の修飾を加えたものである。この異種移植アッセイ系は、がん幹細胞アッセイにも応用され、
1997 年、NOD-scid マウスを用いた急性骨髄性白血病(AML)における白血病幹細胞(LSC)の純
化・同定によって、はじめてがん幹細胞が純化可能であることが証明された。その後、固形がん
においても、がん幹細胞の存在が次々と明らかにされ、「がん幹細胞」の概念が広く定着するに
至った。さらに、免疫不全マウスにヒトがん組織を移植した患者腫瘍組織移植モデル(patient-
derived xenograft:PDX モデル)は、個々の患者のがん組織をマウスレベルで再現するモデルと
して、世界中で開発が進められている。 
現在、ヒト造血系アッセイのためのレシピエントマウスとしては、NOG/NSG マウスが標準
的となっているが、マウス内でのヒト造血が B 細胞系に偏る、ヒト赤血球・血小板造血はほと
んど認められないなど、マウス内でヒト造血を完全に再構築することは現状困難であり、HSC
の機能評価として未解決の課題が残っている。また、造血器腫瘍アッセイ系としての異種移植モ
デルを発展させ、がん幹細胞標的治療開発には、アッセイ系の感度を高めて、いかに幹細胞分画
を高度に純化するかが鍵となる。また、AML では LSC 純化とその解析によって臨床応用へ実
用化可能な知見が数多く得られているが、AML以外の多くの造血器腫瘍では、腫瘍性幹細胞研
究は進んでいない。この問題解決への障壁は、現在の免疫不全マウスでは、腫瘍細胞の生着効率
が著しく低く、疾患の再構築が得られないということにある。さらに一歩進んで、多くの固形腫
瘍においても、異種移植アッセイにより、がん幹細胞の純化・同定が進められ、現在では、PDX
モデルによる抗がん剤の治療効果予測への応用も期待されている。しかし、上記と同様に腫瘍の
種類によって生着効率が低いこと、腫瘍形成に時間がかかることが問題点で、造血器腫瘍と同様
に「全般的生着効率の向上」が鍵となる。また、ヒト免疫系の構築が不十分であるために、PDX
モデルにおける抗体製剤や免疫チェックポイント阻害薬の評価が困難であり、ヒト造血系・免疫
系を再構築したヒト化マウスにおける PDXモデルの樹立が必須となる。 
我々は、NODライン特有の異種移植寛容の原因が Sirpa多型にあることを突き止め、C57/BL6
バックグランドで Rag2および Il2rgを欠損したマウスに、NOD型 Sirpa変異を導入した新規
免疫不全マウス(BRGS)を作製し、世界最高レベルの PDX 効率を持つことを報告した。この結
果は、CD47-SIRPA 結合の強化によって、さらにヒト細胞の生着高率の改善が期待できること
を示している。さらに、BRGS に、c-KitWv 変異を追加導入した BRGSK ラインでは、これま
でのモデルでは不可能であったヒト赤芽球系・巨核球系の極めて旺盛な再構築を得た。このよう
に、次世代モデルを構築する背景が整いつつあった。 
 
２．研究の目的 
 本課題では、これまでの知見と実績をベースに全般的疾患再現モデルを構築可能な PDXモデ
ルを開発し、腫瘍性幹細胞純化、次世代 PDXプラットフォームの確立、創薬開発支援の基盤整
備を行う。先行研究により、我々が独自に開発したヒト型 SIRPAのノックインによる「完全マ
クロファージ寛容」を導入した BRGhSマウス、c-KitWv変異導入による「骨髄ニッチのオープ
ン化」によりヒト赤芽球・巨核球系造血を構築可能な BRGSKを組み合わせ、マウス環境を改変
した次世代 PDXモデル(BRGhSK)を開発する。BRGhSKマウスでは、末梢を含むマクロファー
ジの完全寛容により、すべての腫瘍の生着効率が著しく改善することが予想され、学術的背景で
述べた問題点の多くが克服可能である。我々が注目する「SIRPA-CD47 を介したマクロファー
ジ寛容」は、異種移植の理論構築を新展開させた極めて独創的かつ有意義な発見であり、極めて
独自性が高く、本課題におけるモデル開発の最終目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1) BRGhSKマウスラインの樹立 
 我々は、BRGSに、c-KitWv変異を追加導入した BRGSKラインを樹立し、より高い PDX効
率と、これまでのモデルでは不可能であったヒト赤芽球系・巨核球系造血再構築を得ている。ま
た、BRGS にヒト SIRPA をノックインした BRGhS ラインも樹立しており、BRGS に比較し
て、高い PDX効率と、末梢でのマクロファージの完全寛容により、皮下移植した大腸癌細胞株
の増殖速度の亢進が得られている。以上のこれまでの検討から、ヒト型 SIRPA を導入した
BRGhSをベースラインとして、本課題では、BRGSKと BRGhS を交配し、次世代 PDXモデ
ルの完成形である BRGhSKの樹立とラインの拡大を行う。 



(2) 腫瘍性幹細胞の純化・同定とクロ
ーンの動態解析 
 これまでの PDX モデルで疾患再構
築が困難であった骨髄異形成症候群
(MDS)、骨髄増殖性腫瘍(MPN)の検体
から臨床病態の変化に伴い経時的に
がん幹細胞亜分画を純化し、BRGhSK
マウスを用いた機能解析を生体内で
行い、各亜分画の病態進展における役
割を明らかにする。腫瘍性幹細胞の同
定感度を飛躍的に上昇した本システ
ムで、大腸癌、乳癌などの固形癌より
分離した各分画の腫瘍再構築能を検
証し、さらなるがん幹細胞分画の純化
を目指す。 
 
４．研究成果 
(1) BRGhSKマウスの樹立 
 BRGSマウスをベースとして、KitWvホモ変異を免疫不全マウスに導入した BRGSKWv/Wv
マウスを新規樹立した。ヒト臍帯血由来 CD34+CD38−細胞を異種移植後、BRGSKWv/Wvマウ
スでは、マウスの骨髄において最終分化を伴うヒト赤血球・血小板造血が顕著に認められた。さ
らに、クロドロン酸投与によりマウスマクロファージを除去すると、骨髄から末梢血へヒト赤血
球・血小板の動員が認められた。この結果は、KitWv変異によるマウス KITシグナルの減弱に
より、ヒト造血幹・前駆細胞(HSPC)がマウスHSPCをマウス骨髄至適微小環境から競合排除す
ることによって、多系統への分化能が得られたことを示している。BRGSKWv/Wv マウスモデ
ルは、赤血球・血小板を含む多系統にわたるヒト造血の研究に極めて有用なレシピエントマウス
として応用可能である。このマウスラインに完全マクロファージ寛容を導入する目的で BRGhS
を交配し、最終型である BRGhSKマウスラインの樹立に成功した。現在、マウスコロニーを拡
大中である。 
(2) BRGhSマウスによる異種移植モデルの確立 
これまで正常 HSC、AML 幹細胞を純化してきた手法を用いて、MDS/MPN 骨髄より MDS 幹
細胞分画の同定を試みた。MDS/MPNは、HSCレベルの未熟細胞のゲノム異常によって生じる
と考えられ、AML幹細胞と同様に正常 HSC分画である CD34+CD38-分画に MDS/MPN幹細
胞が存在することが予想される。我々は、CD34+CD38-分画から Thy-1、rhodamine-123、TIM-
3を組み合わせて、CD34+CD38-細胞の亜分画を 8カラーFACS Aria SORPを用いて高純度に
分離し、上述の新規異種移植アッセイ系にてMDS/MPN再構築能を検証中である。 
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